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RESUMEN

En este trabajo se -ha estudiado
cual es la influencia que distintos
sistemas de vinificacion (tradicional
y Bidone) tienen sobre la fermenta-
cion y sobre las levaduras que la
llevan a cabo.

La aplicacion del sistema Bidone
en lugar del tradicional supone una
disminucion de la temperatura en
algunos grados, una supervivencia
de las levaduras mas prolongada y
un mayor rendimiento alcohdlico. A
partir de los datos obtenidos hemos
deducido que los dos sistemas de
vinificacion empleados influyen so-
bre el numero total de levaduras
viables, pero no sobrega sucesion de
especies a lo largo de la fermenta-
cion.

Estas ventajas hacen del sistema
Bidone un método sencillo de preve-
nir las paradas de fermentaciones
por exceso de temperatura y consi-
guiente «agotamiento» de las leva-
duras.

SUMMARY

This study shows the influence of
two different methods of winema-
king (traditional and Bidone's
systems) on the fermentation process
and on which yeasts perform it.

The Bidone’s system leads to a
lower fermentation temperature, a
greater yeast survival, and a greater
ethanol yield than the traditional
one. We have observed that the dy-
namics of total yeast population was
different, but the species succession
was similar in both systems.

Bidone’s procedure permits the
use of utilization of easy method to
avoid the arrests of fermentation for
temperature excesses.

INTRODUCCION

A pesar de que la elaboracion del
vino se practica desde muy antiguo, el
mecanismo ultimo que explica este fe-
ndémeno espontaneo no se conociod has-
ta el siglo pasado. Fue Pasteur el que
demostré la naturaleza microbiana de
la fermentacion, descartando con sus
experiencias la teoria quimica defendida
por Wolher, Liebig y Berzelius (1).

Desde que se establecio que las leva-
duras eran las responsables de la fer-
mentacion alcoholica, los estudios so-
bre el metabolismo (2) y ecologia de las
mismas (3, 4, 5) se han multiplicado en
todas las regiones vitivinicolas.

Sobre la superficie de los granos de
uva se hallan hongos filamentosos, bac-
terias lacticas, bacterias acéticas y leva-
duras (4). Todos estos microorganismos
pasan al mosto una vez que la uva se
ha estrujado (6). Sin embargo, no todos
consiguen sobrevivir en el mosto en fer-
mentacion. La adicion habitual de SO,
a los mostos, las condiciones anaero-
bias y el incremento de la cantidad de
alcohol en el medio ejercen una fuerte
seleccion sobre la flora inicial, eliminan-
do gran parte de la misma.

Los procesos de vinificacion influyen
marcadamente sobre la microflora ini-
cial y sobre su desarrollo. Asi por ejem-
plo, un proceso de termovinificacion
elimina las levaduras mas termosensi-
bles y selecciona las termorresistentes
(1), mientras que una fermentacion en
frio selecciona a las cepas mas psicrofi-
las (7). Las caracteristicas organolépti-
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cas de un vino estan determinadas en
parte, por las cepas de levaduras que
llevan a cabo la fermentacion (8). Por
ello es interesante conocer cual es la
evolucion de esta microflora durante
los distintos sistemas de vinificacion.

En el presente trabajo se ha estudia-
do la influencia que dos sistemas de
elaboracion de rosados. empleados en
algunas bodegas de la DO Utiel-Reque-
na. tienen sobre la evolucion de la po-
blacion levaduriforme, tanto en su as-
pecto cuantitativo como cualitativo.
Los dos sistemas investigados son la
vinificacion tradicional y el sistema Bi-
done.

Uno de los problemas que plantea el
sistema de vinificacion tradicional en
esta DO es la elevacion de las tempera-
turas de fermentacion. Las altas tempe-
raturas pueden ocasionar la pérdida de
actividad, e incluso la muerte de las
levaduras (9), con la consiguiente obten-
c16n de vinos dulces. Otro efecto negati-
vo que presentan las altas temperaturas
son la pérdida de aromas varietales y
de fermentacion y la obtencion de cal-
dos con sabor a «cocido». Para paliar
este problema ciertas bodegas que care-
cen de sistemas de refrigeracion han
aplicado el sistema Bidone, que consiste
en mezclar mostos frescos recién sulfita-
dos con mostos en plena fermentacion
tumultuosa. Con esta practica se consi-
gue una cierta disminucion de las tem-
peraturas durante la vinificacion (1).

MATERIAL Y METODOS
Obtencion de las muestras

Las muestras se tomaron en botellas
estériles de 750 mi de capacidad. Estas
botellas provistas de un lastre, se su-
mergieron en los depdsitos.

ALIMENTARIA, ABRIL 88/79



En el caso de las vinificaciones tradi-
cionales, los depdsitos elegidos para la
experiencia se pudieron estudiar de for-
ma individualizada desde el principio
hasta el final de la fermentacion. Se
tomaron muestras de siete depositos a
lo largo de la misma en los momentos
que se indican mas adelante. En el caso
de la vinificacion por el sistema Bidone
no se pudo seguir la evolucion de un
mismo mosto ya que éste se mezclaba
sucesivamente con mostos NUevos, per-
diendo de esta manera su individuali-
dad. En este caso se muestrearon cua-
tro depositos antes de que iniciase la
fermentacion alcoholica y previamente
a la adicion de SO,, ocho depositos
durante la fermentacion tumultuosa,
cuatro durante la fermentacion lenta,
cuatro después del primer trasiego, y
cuatro después del segundo trasiego.

Las densidades del mosto correspon-
dientes a las fases de muestreo fueron:

Fases Densidad relativa 20/20

I Densidad de entrada, mosto sin
SO,.

II 1,040

11 1,020

v 1,000

\% Igual o menor de 0,990 (tras

primer trasiego).
VI Menor de 0,980 (tras segundo
trasiego).

La eleccion de estas*fases la hicimos
basandonos en los trabajos de Iiigo
Leal (10), completando el seguimiento
hasta el final de la elaboracion del vino.

Medios de cultivo, siembra de las
muestras y recuento de levaduras

Los medios de cultivo empleados pa-
ra recuento de levaduras fueron: Agar
malta de Blakeslee (MB) (11), Agar mal-
ta con citrico (MC) (12) y Agar sal de
Davis (ASD) (12). Se utilizaron estos
tres medios durante los muestreos co-
rrespondientes a la vinificacion tradi-
cional, a fin de establecer cudl era el
mas conveniente para realizar los aisla-
mientos y recuentos.

Las muestras se diluyeron convenien-
temente y se sembraron en placas me-
diante asa Digralsky. Las placas se in-
cubaron a 28 °C de 3 a 5 dias, al cabo
de este tiempo se observaron los distin-
tos tipos de colonias que aparecian en
las placas, anotandose el numero de

representantes de cada una asi como el
numero total. posteriormente se aisla-
ron y almacenaron a 4°C en tubos de
Agar inclinado.

Identificacion de las cepas

La identificacion de las cepas de leva-
duras aisladas a partir de las muestras
se realizd de acuerdo con los criterios
de Barnett (13) y Kreger-van Rij (14).
Estos autores adscriben las cepas a es-

EVOLUCION NUMERO LEVADURAS

pecies determinadas fijandose en las ca-
racteristicas morfologicas y bioquimi-
cas. Las pruebas se realizaron siguiendo
la metodologia de Kreger-van Rij (14).

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los datos de las figuras 1
y 2 se desprende que las levaduras que
inicialmente se presentaban en niveles
de 10° unidades formadoras de colonias
por mililitro (ufc/ml) en mostos rosados
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Fig. 1.

Evolucion del numero total de levaduras a lo largo de la fermentacion de rosados

por el sistema tradicional.
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Fig. 2.

Evolucion del mimero total de levaduras a lo largo de la fermentacion de rosados

por el sistema Bidone.
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recién sangrados, alcanzaban poblacio-
nes de 107 ufc/ml en plena fermentacion
tumultuosa. Estas levaduras crecian ra-
pidamente a expensas de los azucares y
otros nutrientes del mosto, viéndose fa-
vorecido su desarrollo inicial por la
aireacion provocada por las operacio-
nes de bodega: estrujado, bombeos y
sangrado (9). En estos primeros mo-
mentos de multiplicacion, la mayor par-
te de los azucares no eran transforma-
dos en alcohol sino en CO, y H,0. De
aqui que los rendimientos en etanol
durante los primeros momentos de la
fermentacion fueran mas bajos que en
fases posteriores. El ambiente va ha-
ciéndose progresivamente mas anaero-
bio y las levaduras cambian su meta-
bolismo transformando ahora los azu-
cares en etanol (15). A mayor nimero
de levaduras, mayor tasa de fermenta-
cion. La fermentacion es un proceso
exotérmico que libera calor al mosto. Si
los recipientes de fermentacién no tie-
nen posibilidad de liberar este calor al
ambiente, ni estan dotados de sistema
de refrigeracion, la temperatura de los
mostos va aumentando progresiva-
mente hasta alcanzar niveles que dismi-
nuyen la actividad de las levaduras o
incluso las matan (9). En los depositos
de mostos rosados con fermentacion
tradicional, llegaron a alcanzarse tem-
peraturas de hasta 38 °C durante la fase
tumultuosa, esta elevada temperatura
puede explicar la pérdida de viabilidad
de las levaduras cuyo numero va dismi-
nuyendo paulatinamente a lo largo de
la fermentacion. En el caso de la fer-
mentacion por el sistema Bidone, con la
adicion progresiva de mostos frescos se
conseguia paliar la accion negativa que
los excesos de temperatura, la acumula-
cion de etanol y el agotamiento de azu-
cares, tenian sobre las levaduras. En
este caso no observamos pérdida de
viabilidad, por el contrario, la pobla-
cion sigui6 aumentando ligeramente
hasta el agotamiento total de los azuca-
res. Como podemos observar en jas fi-
guras 1 y 2, tras el primer trasiego la
poblacion  levaduriforme  disminuyo
drasticamente hasta niveles de 10° y 10
ufc/ml. Después de la fermentacion al-
cohélica las levaduras morian progresi-
vamente por efecto del etanol y por la
ausencia de azucares. En el mosto en
reposo, por accion de la gravedad, las
levaduras iban cayendo hacia el fondo
del depbsito junto con otros materiales
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que estaban en suspension. El trasega-
do de los vinos eliminaba estos mi-
croorganismos, y por ello encontramos
nimeros tan bajos de células viables en
los recuentos correspondientes a las fa-
ses Vy VL

De los resultados obtenidos en el en-
sayo de los tres medios de cultivo para
recuento de levaduras, dedujimos que

TABLA 1

en el medio MB se obtenia mayor nu-
mero de especies respecto al MC y al
ASD. En este altimo medio las colonias
aparecian mucho mas pequefias y su
crecimiento era mucho mas lento. Por
estas razones, se eligio el medio MB
para realizar los recuentos durante la
fermentacion por el sistema Bidone.
En las tablas 1 y 2 se puede observar

Especies identificadas a lo largo de la fermentacion de mosto de uva Bobal
vinificada segiin el sistema tradicional

Fases fermentativas

Especies

—

I

I v v VI

Aureobasidium pullulans
Candida boidinii

Candida pulcherrima
Candida stellata
Hanseniaspora guilliermondii
Hansenula anomala
Hansenula mrakii
Kloeckera apis

Pichia fermentans

Pichia kluyveri

Pichia membranaefaciens
Rhodotorula rubra

. cerevisiae var. bayanus
cerevisiae var. capensis
. cerevisiae var. cerevisiae
. cerevisiae var. chevalieri
. cerevisiae var. uvarum

. cerevisiae var. steineri
Sporobolomyces roseus

Nuamero de especies totales
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Los resultados expresan el conjunto de las especies aisladas a partir de los cuatro depositos muestrea-

dos.

—

- Inicio de la fermentacion, mostos libres de SO,.

II: Muestra correspondiente a mostos con densidad relativa 1.040 aprox.

III:
Iv:

Muestra correspondiente a mostos con densidad relativa 1,020 aprox.
Muestra correspondiente a mostos con densidad relativa 1,000 aprox.

V: Muestra obtenida tras el primer trasegado de los vinos.

\48
+: Presencia.
—: Ausencia.

TABLA 2

Muestra obtenida tras el segundo trasegado de los vinos.

Especies identificadas a lo largo de la fermentacion de mosto de uva Bobal
vinificada segin el sistema Bidone

Fases fermentativas

Especies

i v v

Aureobasidium pullulans
Candida pulcherrima
Candida terebra

Candida stellata
Hanseniaspora guilliermondii
Fichia fermentans

Pichia kluyveri

S. cerevisiae var. bayanus
S. cerevisiae var. chevalieri
S. cerevisiae var. cerevisiae
S. cerevisiae var. steiner:

Numero total de especies

ol b4+ 1+ttt b4t

()

2
)
=]

Los resultados expresan ei conjunto ae las especics aistadas a partir de 24 depositos en disititas fases de
fermentacion. Los simbolos utilizados en-esta tabla tienen iguat significado que-los de ix tabla 1.



que en la primera fase de la vinificacion
tradicional hay una mayor abundancia
de especies que en la vinificacion por el
sistema Bidone. Esto se debe en parte a
los medios de aislamiento utilizados
(ver tabla 3), asi Candida boidinii, Han-
senula mrakii, Sccharomyces cerevisiae
var. capensis, Saccharomyces cerevisiae
var. uvarum, no se aislaron nunca en
MB. Hansenula mrakii y Saccharomyces
cerevisiae var. capensis se aislaron solo
en un medio destinado al recuento de
bacterias acéticas (experiencia que reali-
zamos paralelamente a la que se descri-
be en el presente trabajo) mientras que
S. cerevisiae var. uvarum se aislo en MC
y C. boidinii en ASD. Hansenula anoma-
la y Pichia membranaefaciens si crecian
sobre MB, su ausencia en los muestreos
correspondientes a la vinificacion por el
sistema Bidone se puede explicar por su
esporadica aparicion y por su baja con-
centracion en los mostos.

La presencia de especies tales como
H. anomala, Pichia fermentans, Candida
stellata y Candida pulcherrima en mos-
tos sin fermentar ha sido descrita en
Checoslovaquia (16), en Burdeos (17),
en Grecia (18) y en Espana (4). Aureo-
basidium pullulans,”aunque poco descri-
ta en las zonas vitivinicolas espafiolas,
se aisla frecuentementesen el suelo de
los vifiedos (19), asociada a la superficie
de los frutos y como contaminante de
mostos en fermentacion (19). En Espana

TABLA 3

solo la hemos encontrado descrita por
Quecedo et al. (20) en mostos, citandola
como Trichosporum pullulans. Algunas
especies, como las pertenecientes a los
géneros Rhodotorula o Sporobolomyces
no son muy caracteristicas de los mos-
tos espanoles, sin embargo, se describen
esporadicamente en mostos de Galicia
y de Utiel-Requena (20, 21). Hansenias-
pora guilliermondii ha sido descrita por
Khayyat et al. (5) en mostos de Jerez y
Condado-Aljarafe, mientras que en la
zona Utiel-Requena, Mateo et al. (21)
describen la presencia de Hanseniaspora
valbyensis. Las cepas que nosotros ais-
lamos en esta misma zona crecian a
37°C por lo cual se adscribieron a la
especie Hanseniaspora guilliermondii o
Kloeckera apis si carecian de esporas.
Pichia membranaefaciens también esta
presente en mostos de Albarino, Ribei-
ro y en la zona de Jerez. Otra especie
del género Pichia frecuentemente en-
contrada en nuestra zona es Pichia
kluyveri. Por Gltimo las variedades de la
especie Saccharomyces cerevisiae halla-
das por nosotros en mostos y vinos
rosados de la DO Utiel-Requena han
sido descritas como especies distintas
por Quecedo et al. (20) en Galicia, en la
region levantina (22), en Jumilla (23), en
la zona de la ribera del Duero y Monti-
lla-Moriles (5).

Se observa que tras la adicion del
SO, al comienzo de la fermentacion las

Namero de cepas de cada especie aisladas sobre los distintos medios de cultivo

Medios de cultivo

Especies

<
@

£
o)

ASD A (a) M (a)

Aureobasidium pullulans
Candida pulcherrima
Candida boidinii

Candida stellata
Hanseniaspora guilliermondii
Hansenula anomala
Hansenula mrakii

Kloeckera apis

Pichia fermentans

Pichia kluyveri

Pichia membranaefaciens
Rhodotorula rubra

S. cerevisiae var. bayanus

S. cerevisiae var. capensis
S. cerevisiae var. cerevisiae
S. cerevisiae var. chevalieri
S. cerevisiae var. steineri
S.
S
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cerevisiae var. uvarum
porobolomyces roseus

—

B
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(@) Medios de cuitivo empleados para el recuento de bacterias acéticas donde aparecicron levaduras.

especies de menor poder fermentativo y
las mas sensibles al SO, y al etanol
desaparecen mientras que S. cerevisiae
es la Gnica que permanece a lo largo de
toda la fermentacion. Se observa que
las variedades capensis y steineri no se
prolongan mas allda de la tercera fase,
mientras que la variedad cerevisiae y
bayanus son las que mayor resistencia y
viabilidad presentan en vinos acabados.
La aparicion de Sporobolomyces roseus
en la tercera fase de la fermentacion en
una de las muestras representa un ejem-
plo de contaminaciéon por una especie
ajena al proceso fermentativo, ya que
esta levadura tiene un metabolismo ex-
clusivamente oxidativo.

Las diferencias en el comportamiento
de la poblacion levaduriforme en los
dos sistemas de vinificacion empleados,
son de indole cuantitativa mas que cua-
litativa. Con el primer sistema la viabi-
lidad de las levaduras es menor y pro-
voco una fermentacion mas lenta y me-
nos eficaz en la conversion de azucar en
etanol. La especie responsable de la fer-
mentacion en ambos casos es S. cerevi-
siae, la predominancia de una u otra
variedad a lo largo de la fermentacion
puede ser debida a fenomenos de com-
petencia entre ellas.

Los datos obtenidos nos llevan a
concluir que, la vinificacion por el siste-
ma Bidone puede solventar en parte los
problemas de elevacion de temperatu-
ra y muerte de levaduras que podrian
dar lugar a detencion de las fermenta-
ciones.
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